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1 

PROCEDE ET DISPOSITIF DE DETECTION 
D'UNE REACTION DE RECONNAISSANCE MOLECULAIRE 

DESCRIPTION 

5 . 
; Domaine technique de 1 ■ invention 

La presente invention se rapporte a un procede de 
detection sans marquage d'une reaction de 
reconnaissance moleculaire, et a un dispositif pour la 

10 mise en oeuvre de ce procede. 

Cette invention concerne le domaine general de la 
detection et de 1 ■ analyse d'une reconnaissance 
moleculaire entre une premiere et une deuxieme 
molecules, par exemple en biologie moleculaire. 

15 Selon 1' invention, la reconnaissance moleculaire 

peut etre definie comme une interaction specifique 
entre deux molecules plus ou moins complexes, 
conduisant a une liaison des deux molecules 
suf f isamment stable pour que les molecules puissent 

20 etre detectees liees. II peut s ' agir par exemple d'une 
hybridation d'acides nucleiques (ADN et/ou ARN) , d'une 
reaction de reconnaissance de type antigene/anticorps , 
d'une interaction de type proteine/proteine , d'une 
interaction de type enzyme/ substrat , etc... " Les 

25 molecules concernees par la presente invention sont 
done celles qui interviennent ' dans les interactions 
precitees . 

Le procede de la presente invention permet de 
detecter ce type de reconnaissance moleculaire, 1 1 une 
3 0 des deux ou les deux molecules etant fixees, sur un 
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support solide, en detectant une variation d' absorption 
par une methode de photothermique . 

Ce procede trouve notamment une application dans 
la detecti qn^:d^hybr i3atl bn^^cides^ nuc 1 e iques sur 
supports Ksollde, en. mi-lieu .agueux oif^?a^ l'air, par 
exemple dans x lea cadre, d ' un criblage^ ("screening") ou 
d/une detection 'd ' hybridation sur urie iDiopuce. 


Etatf de la technique ^ ^ 



7 Par, exemple 1^ detection: de^ 1 'hybridation c d'acidesC\ 
nuc le iques est generalement ; •realisee x au \moyen d'un s 
marquage a 1 1 aide 1 d ' une :mblecuie . f luorescerite . Mai's ce 
type de detection n ec e ssi t e^; 15 iita li s a t i on de \ plusieurs 
reactif s chimiques , ,et entraine un cout et un temps de" 
traitement eley.es . De' plus>, les; techniques utilisant l a .; 
fluorescence^ he ^^t^^to^purs tres precises. Enfin, * 
iL y a Jlmod^f ica¥^ fpar le : 

•\ marquage,, ^ yc^ex, qui< : > :peut , af f ecter V , ia \ reaction de 

^ \\ \ \^ . ; ; Vj )^x--;" S/'x n . M//a^^^ , -\ . . X':'x<x- / / / 4 ~- J 

^ reconnaissance/ moleculaire / - • : \ \ ^ x\^ y 7/xV t 

\ \Aussi i xTd ' autresx methbdes. ont x:ete"> proposees par 

exempli v des methodes optiques corisistant ? a/detecter^des 



variations \d\epaisseur ou d'indice dans x uri echantillon// 
par /exemple par x ellipsometrie , photogoniometrie^ou pa'r 

<r /> \ :: - — ■ , % 

des <methodes de resonance. . ^xv 


Cepehda.nt , par exemple dans^^l N e 



o 1 i v gonuc 1 eo t ide s f^sur support ^ sblicJe^ les^X couches 

V X>^ /r * /K Vi> ^ 

formees^sont ultra-fines >\ de quelques^angstroms a 
quelques nanontetr^es i _ d 1 epaisseurv^ ;U-de" sorte que la 
detection des variations d'epaisseur ou d'indice 
necessite des appareillages de laboratoire extremement 
sensibles et chers . 
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3 

Expose de 1 1 invention 

La presente invention a precisement pour but de 
fournir une nouvelle technique de detection, sans 
marquage, d'une reaction de reconnaissance moleculaire 
5 entre une premiere molecule, dite de capture, fixee sur 
un support solide et une deuxieme molecule, dite cible, 
presente dans une solution a tester. 

Le procede de 1 ' invention est caracterise en ce 
que la detection est realisee par une methode 
10 photothermique . 

Selon 1' invention, la reaction de reconnaissance 
ainsi que la premiere et la deuxieme molecules peuvent 
etre celles precitees. 

Lorsque la premiere et la deuxieme molecules sont 
15 des molecules d'acides- nucleiques, le procede de 
1 1 invention peut par . exemple comprendre les etapes 
suivantes : 

- fixation de la premiere molecule d'acide 
nucleique sur un support solide, 

2 0 - mise en contact de la premiere molecule d'acide 

nucleique fixee sur le support solide avec une 
solution a tester soupgonnee de comprendre la 
deuxieme molecule d'acide nucleique, cette 
derniere etant apte a s'hybrider a ladite 

2 5 premiere molecule, la mise en contact etant 

realisee dans des conditions favorables a 
ladite hybridation, 

- lavage du support solide pour isoler un 
echantillon de mesure constitue de ladite 

3 0 premiere molecule fixee sur le support et 
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eventuellement de ladite deuxieme molecule 
hybridee sur la premiere molecule, et 
- mesure de 1' absorption de 1 ' echantillon par une 
me t ho de"~pho to t he rmi qu eT^'C::;' 

rt rf'%. \ v \ y O. / - 
"Le procede l; de>. la ii presented , invention peut 

^comprendre^ Veh^ outre une etape de' cbmpaVaison^de la 



\ 


mesure de 1" absorption de ; 1 ' echant i Hon • de mesure, 


prel: edemmen t'^ de f ini avec eel 1 e " d Vun ^echant il 1 on^ t emod>n 
dit de .calibration, dontx 1 Vabsorptiorix N est une mesure, 

connue( / / P /*''': ' ' Y =Y° Y ' ' \\\ 

x flleJ premiere ^mdlecul^e , Y&ixee- sur le support, ' peut 

J i /"/ YY^ ;"Y>$YYY Y\\ \ J 

1 aussi /etre appelee molecul^def taptur , et \La\ deuxieme 


molecule, 


pr esente '} clans / 'fX \ ,^s^ut ion a 


tester, peut 


aus 


;15 aus si etre app el e e ; mo lr£ c u 1 e cible : Lorsqu • il s • agitf' 
une mol£cu'i'ej d !,< ADN - ; ' : £ixee^siir l . Ie\ support, elle peut'- 

; i \ cp<c^z:\\ Iff'"' ^ YY^lYY;A • '"'^Y : I ; Y:r 

is si etre> -appelee ."sonde " . ^/j^ , ; * *T ""J 


d J une molecule 
strevap 


\ \ ^Bl%f es fe^imp no ter^ qnafe ^iles a couches minces 

• a^cides niacieiques^ <hybridees x ou y priori , s< 


sont 

20 y habitue! le'mehtYeonsiderees comme ' etant hofiy absorbantes . 



est\ notamment decrit dans 


characterization 


,Ceci 

7 


^xinterf erometric 


"Ellip'sometric vand 

/// ^/ 
/of X DNA - probes 

iW^bilizedXcTnO , Gray et al//f 

^ 4> • \ - - — •••• ,y " 

Lan^nuir. 1997 , 13 ; 3 -2 842.^ < " 


les presents 


inv.ehteurs 



30 


Mai are/; cela , 

in&eresses aux methodes pho t o t hermi qu e s ^ appliquees a la 
detecti^oh^.. et a ^ 1' analyse d'une ^reaction de 
r econnai s sane'e -mol eculair e ^ _ _ ....>- 

Ces methodes ont toutes en commun 1' excitation de 
1 ' echantillon dont 1' absorption doit §tre mesuree par 
une source lumineuse, appelee faisceau pompe, en 
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general un laser. Une partie de l'energie lumineuse 
incidente est absorbee par 1 ' echantillon . La proportion 
d'energie absorbee est fixee par le spectre 
d' absorption de 1 ■ echantillon. et le spectre d' emission 
de la source d 1 excitation . Une partie de l'energie 
absorbee est transformee en chaleur. Le reste peut etre 
rayonne ou donner naissance a de la fluorescence ou a 
une reaction chimique par exemple. La chaleur induit 
une variation de temperature dans le milieu absorbant 
et dans les milieux ad j agents, cette variation de 
temperature peut egalement se traduire par une 
variation de densite et done d'indice, ou par une 
variation de pression ou par I 1 apparition d'une onde 
acoustique. L 1 elevation de temperature due a 
1' absorption est en general inhomogene et donne done 
lieu a un gradient d'indice du milieu analyse et des 
milieux adjacents, la densite des milieux etant rendue 
inhomogene par 1 ' elevation de temperature* 

Les methodes photothermiques consistent a mesurer 
les effets induits par 1 ' absorption . 

Les inventeurs ont mis en evidence que parmi les 
methodes photothermiques, . la methode de deflexion 
photothermique et la methode de lentille thermique 
peuvent par exemple etre utilisees selon la presente 
invention. 

La methode de deflexion photothermique est une 
methode qui consiste a mesurer la deviation d'un 
faisceau lumineux, appele faisceau sonde, passant dans 
la zone ou se trouve le gradient d'indice. En d'autres 
termes, elle consiste a mesurer la deviation du 
faisceau sonde due a 1 ' echauf f ement d'un echantillon 
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absorbant par 1 ' intermediaire du faisceau pompe. Cette 
technique de deflexion photo thermique a ete appliquee a 
1' analyse de surface telle que la cartographie 
d'absorption^^^Si^magerxe de '"parametre thermique, mais 


teli^e'' que definife ci-dessus ; / 




jamais^pour detecter. une r reconnaissance^ moleculaire 

La <methode de lentille thermiquef coiisiste x quant a 
er a; -me surer ,1a variation , de f dcalisation >dv un 
// faisceau lumineuic passant dans la zone ou se tro,uve\e 
7 10 gradient. d>indice. ^ 


• i J - 


Une presentation complete desK^ methodes \\ 
f ° photothermiques peut etre' c troiivee par Vxemple dans \ 
- " 1 ' ouvrage " Photo thermal K ; ; Spectroscopy Methods for 
Chemical Analysis, • ' • S .,E . / Bialkowski , vol .\ 1 134 in * 
-^15 Chemical Analysis ', : ' )af/;v ' • Ser i'es- " : : o'f v,\ Monographs oh".: 
Analytical ;'Chemist:ry: and-^rts^i^plicatibns , Wiley V . ? 


U ..4 



tement * ou 


t\ \pbssible>//de iocer \ .Ghimiquemenfe ' r directei ~_ 

\\ 20 \ indirec tement Sta-— premiere' molecule v>,vLe- ^support a ^de t, 

\\ ^\ \ \ c^^^^&r.. -<-> >w^Sr: .v '■'■■-*/// // 

'A preference une absorption faible vis-a-vis 7 ,de celle de // 


echant^ilDlon place a sa surface afin^de^ne pas^gener// 


1 ~ detection photothermique . Par ailleurs , . a de 

> " • ... ; ^ : - : y%t . // 

. ^ irence une "conductivite thermique f aible^car /une 


2 5 Vonduct ivi^te. trop importante du supppr^tv^ indu^t^une 
^^^wxw^,' larger de la chaleur f ^doncr une Ar^^^^^ A " 

-^-5 orVtr Ho t* omnora i-n ire* \\ <=» -nno "K^ i o co-^ H' 


gradiehtt^^de teihperatur.e \\ et uhe baiss^e^ du signal 
detecte . - ^^-^ s .■--•-^1"'^ 

Selon 1' invention, ce support peut etre par 
3 0 exemple un support qui sert dans la fabrication des 
puces a ADN, par exemple un support de silice, de verre 
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ou de plastique. II est egalement possible de 
travailler avec des semi-conducteurs, en deposant sur 
leur surface des couches dielectriques pour ameliorer 
le rapport signal a bruit . 

Selon 1' invention, la premiere molecule dite de 
capture est fixee sur le support. Cette fixation de la 
premiere molecule sur le support peut etre realisee par 
des reactions chimiques classiques, bien connues de 
l'homme du metier, et choisies en fonction du support, 
de la molecule a fixer, et des proprietes de resistance 
de la liaison que 1 1 on desire pour 1 ' application visee. 

Cette fixation peut etre directe ou indirecte. 

Les documents 1 a 10 cites ci-dessous sont 
detailles - dans les references a la fin de cette 
description. 

Par exemple, selon 1; invention, lorsque le support 
est un support de silice, un traitement de 
f onctionnalisation du support de silice peut etre 
realise, avant la fixation de la premiere molecule, de 
maniere a modifier la surface du support pour y fixer 
des groupements chimiques reactifs qui permettront la 
fixation de la premiere molecule. Un tel traitement est 
decrit dans 1 ' exemple 1 ci-dessous, mais on en trouvera 
de nombreux autres exemples dans la litterature 
specialisee, comme Pease et al . (document 9), Guo et al . 
(document 4), Maskos et al . (document 6), etc. Comme il 
est dit precedemment , la silice n'est pas le seul 
support possible, et chaque support subira le 
traitement de surface qui lui convient. Pour illustrer 
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ceci sur un film de polypropylene par exemple, on se 
referera a Matson et al. (document 7) . 

Les groupements,. __chimiques reactifs sont 
generalement^des^groupements aminW^^Ls que ceux cites 
5 dans C^uo> et al. (document: 4 ) /ou carboxylCgue tels que 
ceux/ cite s . r da n zs V> Ko h s aka " e t al.v^ document 5 ) , Vou epoxy 
/tels que\\c;eux cites dans Maskos et al v . (documents. 6) , ■ 
// pourVlesquels ,,11' ^existe des^ -agents dez/Vcoupra^ge 

// 4^%. ••• ~~ • ->--../\ -r % \\ 

f / coirurierciaux/ ef f icace et f a.cile --d 1 utilisatidn^\( voir 



10 catalogue" Pierce par 1 exemple) . \\\ ^ 

/// -v^ - ^;o<-.^ ^\\\ 

L'e/eouplage cpvalent , : n 1 est, pas la seule f aeon - de 

/ / / • *'t' ' ; V- ' ( \ \ \ / \ 

f ixer / / la premiere v molecule x x sur sori\ v ' support / 

L 1 adsorption passive^, large^ pour\ fixer des > 

: . / '/ : ; • \ \ '•. "~" 3 ,'• \ \ \ - 

anticorps sur des puits de reaction ,eh polystyrene ou - ; 
«/ • / ^-^^^ ^'^S-J-l -v- Vj ,!.\v,\ " * ' v ' ^ 

15 des microbilles., t e Is que de cr it s , dans Elaissari et al. - 1 

r f \ ; /• s V- ; / 7/ V, : : : J 

( document, 4^3)^ ' e s tr " s ( o u v § nt^'t r e s r ' e f f ica c e voir 1 aussi 

Ba 




1 formation; : d 'un., -film . de / ia n gmii i r - B lodge tt /X Mans lequel? 


est iriclut des- chaines lipidiques sur lesduelles a< .e t e / 

4) \\\ /y/ 4^1' / 

,cpuplee chimiquement la premiere molecule/voir Noy^et / 

a IX/ >( document"- 8>-^; et Cornell et .a-r>" ^document ^2.f, ou/ 

encomia methode ^metai-chelate- voir Po rath ^et^?a-l . , 1975 



25 XX 1 .... ^VxV ^ 

;,4 // ir :; a vD)H s p XN . .... , 

Selpn^ 1 1 invention, ,; ^ IqrsqueA ^la premiere molecule 

^^"^V^^*: ^^^^^ 

est fixee surC^le^ support f les e t ap„e s;^s ui vant e s peuvent 
etre 1 1 etape de mi se" e'n" icoWEact et l'etape de lavage 
precitees . 

30 Selon l 1 invention, 1 ! etape de mise en contact est 

bien entendu realisee dans des conditions qui sont 
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favorables a ladite hybridation, c ' est-a-dire, et de 
maniere evidente pour l'homme du metier, a un pH, a une 
temperature et dans une solution adequats pour 
*permettre 1 ' hybridation des acides nucleiques. Cette 
solution constitue la solution a tester. 

Selon 1' invention, 1 ■ etape de lavage du support a 

3 

notamment pour but d'eliminer les molecules en solution 
n'ayant pas reagi avec les molecules de reconnaissance 
sur le support, c ' est-a-dire dans 1 ■ exemple ci-dessus 
les molecules d' acides nucleiques de la solution qui ne 
se sont pas hybridees aux molecules d' acides nucleiques 
fixees sur le support. Ceci permet d'eviter un fort 
bruit de fond qui serait genere par lesdites molecules 
non liees au support et non hybridees lors de la 
mesure. 

Le lavage du support sur lequel sont fixees les 
molecules doit bien entendu etre un lavage doux, qui ne 
denature pas les acides nucleiques impliques dans les 
hybridations, ne detruit pas lesdites hybridations 
formees, et ne detache pas les premieres molecules 
fixees sur le support. Un exemple de lavage est donne 
dans les exemples ci-dessous. Cette etape de lavage 
permet d ' obtenir ' 1 ' echantillon de mesure utilise pour 
mesurer 1' absorption par la methode photothermique 
choisie . 

Selon le procede de 1 ' invention, lorsque la 
methode photothermique choisie est< une methode de 
deflexion photothermique, on eclaire 1 ' echantillon, 
comprenant par exemple des acides nucleiques, avec un 
faisceau lumineux appele faisceau pompe et 1 ' absorption 
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du faisceau pompe par . 1 ■ echantillon est detectee par la 
refraction ou la reflexion d'un faisceau sonde. 

Le faisceau pompe peut etre par exemple un laser 
pulse, ou un^laser-tj'ontinu II a de 


preferente^une 1 ongueur d * onde d ' emi s sionxdans la bande 



hybridation d * acides ' riucleiques .. 


7 


10 


V 


Selon 'invention, le -faisceau 


sonde ^ 


--1--5 


pteference/^une longueur ;d ' onde /qui n; est pas \absorbee\ 
par le^substrat ni^ par les molecules enWsence. ^ 

/Selon 1 ' invention, r<le faiisceau pompe \peut etre un 
faisceau d'un laser choisi ;pa™i ^ laser argon contiriu 
a -275 nm, ou un laser* Y AG ' qu a dr up 1 e de longueur d 1 onde 
266 nm. Le f aisceau" ppm^ p^ei^ ;:egal^ment etre f oufrii.; 


par une source: 


natigue, par exemple une lampe ; a ; 


vapeur de-^mercure/ ^ si : ' le N spectre d 1 emission: de la 

\ , \ r,</y ■ • / • \._ A. ".' .: / • • x / ■ • :■-<. , 


source, 


et osic; son ^±p!tens±t&^ K ipe^rttvett^t / d ' obtenir 


suff isamment ;de ~ s i gna^ pour laCdetectionv<f>'/A/ / / f 

2 0 3^ \L,ex-f aijsceau sonde ^est dirige a x prpximite de^la 

^\ \ \ ^^^.^v/uvv^x^^ . . ... > ....... y r . ^ - ' V / ^ >-,y 

^portionXd ^echantillon eclairee par le faisceau pompe. 
JrPkr aill^Ms, le faisceau sonde peut ^et^^i dentimie ou^ 
different du faisceau pompe. Le^f aisceau sonde x est ,de 


2 



preference a faisceau laser, r par exemple^celui >d-' un 


laser helium a 63 3 nm. 




La position? relative des N . s f aisceaux^ sonde^et pompe 


def inib<^la configuration^ employee 

^^^^ _ , 

faisceau sonde;^ P.eut traverser.— un.- "ou plusieurs des 

milieux suivants : 1 1 echantillon, par exemple les 

oligonucleotides, le support solide, ou le milieu 

environnant, par exemple, un liquide ou de 1 ' air . 


Par^^exemple, le 


30 
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L ' orientation du faisceau sonde par rapport au faisceau 
pompe peut etre choisie a loisir, par exemple en 
fonction de 1 ' encombrement mecanique et/ou pour 
optimiser la sensibilite en cherchant le maximum 
d' absorption en fonction de 1' angle d' incidence. 

Selon 1' invention, les faisceaux sonde et pompe 
peuvent se croiser. 

Selon 1« invention, les faisceaux sonde et pompe 
peuvent etre disposes dans une configuration transverse 
ou dans une configuration sensiblement colineaire. Dans 
la configuration transverse, les faisceaux sonde et 
pompe se croisent et sont perpendiculaires . Cette 
configuration est representee schematiquement sur la 
figure la annexee. Dans la configuration sensiblement 
colineaire, les faisceaux pompe et sonde se croisent 
mais sont presque colineaires. La figure lb annexee est 
une representation schematique de la configuration 
colineaire . 

Sur ces figures, la reference 1 indique le 
faisceau pompe, la reference 3 le faisceau sonde dans 
la configuration transverse, la reference 5 le faisceau 
sonde dans la configuration sensiblement colineaire et 
la reference 7 1 1 echantillon de mesure, positionne sur 
le support solide. 

La reflexion ou la refraction du faisceau sonde 
peut etre detectee au moyen d'une photodiode multi- 
element, par exemple d'un detecteur a deux ou quatre 
quadrants, d'une barrette ou d'une matrice, ou a 1 1 aide 
d'une photodiode simple, soit partiellement recouverte 
par un cache ou couteau, soit ne recevant qu'une partie 
du faisceau sonde. 
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Dans le cas d'une photodiode simple, un autre 
detecteur peut etre necessaire, afin de dissocier les 
variations d' absorption de 1 • echantillon des variations 
eventuelles jde^ pii is s ance ~du" f aiseeau^pompe . 

La^f-igure 2 est, une illustratio^schematique de 




schematiquement un detecteur - 9 bi -quadrant et unXspot 


ll\><f orme par ; ' 1 e ; ' f a i s c eau sonde sur ^le detecteur , 
represent^, un detecteur ; ^uatre N <^adr antfs ; -C\\ 


representee un detecteur matriciel, -D-Vrepresente une Y\ 

/ c photodiode simple Kparti^ cache \ 

v J et' -E- represente un phbtodetec teur desaxeX 

/ Pour obtenir ; ,r une 'sensibilite, suf f isante, ' la', 
/ ; ' v \ % -. - - ^ \ \ \ i - : 

15 deflexion du faisceau sonde , induite "par 1 ' absorption 

' 1 1 v : -x/-; • • ■. -v^f 1 1 i 

d 1 une par tie v du ; ;f aiscecm x{^nipfe : . par f l^echant il|lon , par 
exemple j^par^ les / oligonucleotides , est de preference • 
^ distinguee\; ;udes.. ^ ^variations - r parasites / /dues a^ 
1 ' enyironnemeht ; ,^telles , que les^ ^variations ^ de 
2Cr\ t empe r a tur e ^ du : ; laboira t o;i r e . v ^burX^cell,^^/ faisceau / 
pompe \peut etre marque tempofellement ,>/soit paf ^une // 



^^ibdulat^o^xX s 1 il est continu, ysoi^ pair^S^soiv^- 

. \N>^. , . n . %S • // 

fpnctionnementx NLmpulsionnel . .La./' jnciitrise, de ia 
V\ frequence de modulation ou de la possibilite obtenir 
25 Vigna^^. de reference perme^^e 5 dieter 

pref^entxellamentx -la deflexion fdu&f ^ 1 'echa^fement 
engendre^par 1 ' absorption' partielle du faisceau pompe. 

Quelle ^que-^ .soit la con^igura:t-i6n des faisceaux 
utilises, 1 ' information "obtenue est locale et concerne 
0 une zone autour du point d' impact du faisceau pompe sur 
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l'echantillon, comprenant par exemple des acides 
nucleiques . 

La taille de cette zone peut etre fixee par les 
parametres experimentaux tels que la dimension du 
faisceau pompe au niveau du point d' impact sur 
l'echantillon ou sa frequence de modulation, et par le 
comportement thermique du support, de l'echantillon et 
du milieu ambiant . Ceci est du notamment a la diffusion 
de la chaleur dans ces differents milieux. 

L ' information etant locale, 1'appareil de 
detection peut etre couple a un systeme de deplacement 
du support solide relativement au faisceau pompe. 
L 1 ensemble permet alors de comparer les valeurs de 
deviation du faisceau sonde d'un point a 1 ' autre de 
l'echantillon, en particulier le signal peut etre 
represents sous forme de cartographie . 

Par un point de l'echantillon, on peut par exemple 
comprendre une zone de reconnaissance moleculaire, 
c'est-a-dire une portion du support qui presente a sa 
surface des molecules presentant une propriete de 
reconnaissance d'un type donne de molecules cibles. Le 
support solide est done associe a un echantillon, lui- 
meme constitue de plusieurs points ou zones de 
reconnaissance. Les supports sont alors des supports 
fonctionnalises . 

Dans le cas des acides nucleiques, chacune de ces 
zones de reconnaissance est. associee a une seule sorte 
de molecule de capture qui est pref erentiellement , mais 
pas de maniere limitative, differente des autres zones 
de reconnaissance qui constituent le meme echantillon. 
Ainsi, il est possible soit d'augmenter la taille de 
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chaque zone de reconnaissance, soit d' avoir plusieurs 
zones de reconnaissance associees a la m§me sorte de 
molecule de capture, et ce dans le but d'augmenter le 

signal a detectfer?'^ ^" ^ ' ^"^ 

^ ^^^^ 
Lpjrsque le signal K est r represente^sous la forme de 



ca^tographie, \\dii ^a^aiors la /rHesure.Cide plus'ieurs zones 


reconnaissance, qui correspondent a plusieurs 
molecules cibles ^hybridees 6u -non sur^ies^/molecules de 

cip;t^re. , - C\>v v O'7 \\ 

De^plus , urie ou V plusieurs MeXces ^zones de% 
reconnaissance peuyent etre;>ffectes a x un%ou plusieurs V 
echahtillons de calibration ' evoques precedefnment . ' x 

/' / '/ v - -'^".^ v s ~ \\\ V j 

Lorsque cela est necessaire, le siqnal de 
deviation peut etr?: • conye^tfi ^eh valeiir d' absorption par 
exemple par 1 ' iritermediaire d ' uri , echantillon 'dei 
reference / ou .: ^chantiilbn " de calibration . Cef 

6phan t i Ifl^n^de reference ^ortt''^' absorption ksi conriue; 

W i ' < 77>"7 7 ^ ->/ - v -"V-'^ 77 \ ^ ' . ,. n // f r2<>' 

e H w^v^e^^ d^ /deflexion 

pho £ o tShermiquW^ lbns lexp^imentales 

\ xVs^v/// ^<r^^>^/'/-.x- : v 7"7- 7; v 7 / / 77;< 

que pour;;, 1 '.echant llion . \ La valeur - ob t'enue/ permet par 


^exempleyde calculer un coefficient de/^ conversion; du /; 


^signal electrique mesure en niveau d ' afcsai^tion.r^ 
7 X Enf in>\ibr>que la methode.^pHotothermique est unfe 

x 7* ^--...7- • •• -"7^' Jr\/ , // 

method de lent i lie thermique,, -on utilise^xun^f ais^feau 
^ncxdenti^qui peut etre un faisceau ^arser^choisiXparmi 
un^^Oaser argon7cqntinu a ,-275 nmv-7ou un y&er YAG 
quadruple, de longueur d' oride 266 nm. 

La me tHod^-de Jen t i 1 1 e _ thermi,c^€^ est interessante 
car le montage est plus simpl.e. 

En effet, dans ce cas, il n'y a qu'un seul laser 
qui fait office de laser sonde et de laser pompe. Apres 
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interaction avec 1 ' echantillon, le point de 
focalisation est modifie. La mesure consiste simplement 
a mesurer le changement du flux lumineux au point 
initial. Le faisceau pompe peut etre utilise soit en 
transmission, c'est-a-dire a travers 1 1 echantillon, 
soit en reflexion. 

L ' originalite de 1 1 invention repose done notamment 
sur le fait que jamais une technique phototherrnique n'a 
ete utilisee pour la detection d'une reconnaissance 
moleculaire par exemple d'une . hybridation 

d' oligonucleotides sur un support solide. Plus 
generalement , aucune methode basee sur la mesure de 
variation d' absorption n'a ete utilisee pour ce type de 
detection sur support. 

Le procede de la presente invention presente 
notamment 1 ' avantage de ne necessiter aucune etape de 
marquage ni marqueur. II peut etre utilise par exemple 
avantageusement pour un test diagnostique par une 
detection d 1 hybridation d'acides nucleiques . Cette 
utilisation sera illustree dans les exemples 
d ' application ci-dessous. 

De plus, il permet de detecter des absorptions et 
des variations d' absorption tres faible, par exemple de 
quelgues dixiemes de parties par million. 

La presente invention se rapporte egalement a un 
dispositif pour la mise en oeuvre du procede de 
1' invention, ledit dispositif comprenant les elements 
suivants : 

. — un moyen de posi tionnement du support solide, 
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— un moyen d'eclairage dudit support, 

- un moyen de detection de 1' absorption de la 
lumiere par 1 ' e^hantillon porte par le support, 
iors.cju^i^" "last ec^air^^par ledit moyen 


^H'ec lair age ; e t 


- un^ \\moyien^ /.de- — poisi/ti.onriement du<ld?fe s 
x ^ -'---^ v J '■},// \\//? v 

d'veclairage et dudit moyen de -detection . 


moyen 


V y 


//Selon ? <L ' invention, le r moyen Cde^ppsitionnement Mu 
support /peut etre , tout -moyen connu x de dep 1 ac ement\ 
precis /dudit support par ;> exemple des x plat ines de * 
translation et de/ rotation ^micrqmetrique par v exemple de 


v' 


la marque de commerce Mi c r oC on t r 6 1 e . Ces moyens peuvent 
etre ; motorises a f in de permet t re une au t omat i s a t i on 


notamment pour une cartogiraphdeC ; 


Selon 1. % inven t i 6n^/ 1 es , moyens d'eclairage de • 
1 \ echantillon et 7 de detection / de 1 ' absorption de <la> 
luki4re> J /' 'pHr§:y ( ^ / choisis 

notamment^/ ei^/^onct ion' ; de" / -'ite/: method^l^tbthermiqtre 


2 0^?\ u t i 1 i s ee, >>/^^ et -.. deX.. :ia 

a detecter. Le moyen 



r e c onna i s s an c e 


-mo 1 e c irl a i r e 

V \ X 


d/eclairage de /> 


i i 


25 


// v >^ ^-^ 

tel<^ gu 1 i 1 esK def ini_. precedemment".- 

<y x/ > ■— — - - 

v/ /Lorsqu ' il 

\ y/j ) f 
mi 


30 


1 JUe c han t M 1 o hx^p eut etre par ex emp 1 e/un/ faisce au; " p omp e 


, - - - - aS^' /y- 

\ 'Lorsqu* n s ' agit d'une methode ,de\ deflexion 

phototh^rroique, le moyen de detectionOde^l 1 absorption 
p eu tsXp omp rendr e / iitf^ f aisceau ^ sonde; Xet des/<moyens de 
detectionr>de la refraction "ou de 1 a .<re flexion d'un 
faisce au s onde>"Ces- ^moyens.. _s ont'^det: r its ci-dessous et 
dans les exemples suivants . 

Lorsqu'il s'agit d'une methode de lentille 
thermique, le moyen de detection peut comprendre un 
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faisceau sonde et un diaphragme place au point de 
f ocalisation . 

Selon 1' invention, les moyens de positionnement 
des moyens d'eclairage et de detection precites peuvent 
etre des moyens . tels que ceux precites pour le 
positionnement du support. 

D'autres elements de 1 1 invention et avantages 
apparaitront encore a la lecture de la description et 
des exemples qui suivent en reference aux dessins en 
annexe, donnes bien entendu a titre illustratif et non 
limitatif . 

Breve description de 1" annexe et des figures 

La liste des sequences illustrant 1 ' exemple 4 est 
donnee dans 1 ' annexe . 

- la figure 1 est une illustration schematique 
des configurations transverse (figure la) et 
colineaire (figure lb) des faisceaux pompe et 
sonde dans une detection par deflexion 
photothermique selon le procede de 
1 ' invention ; 

- la figure 2 est une illustration schematique de 
differentes configurations de detection de la 
deviation du faisceau sonde ; 

- la figure 3 est une illustration schematique 
d'une mesure de 1' absorption d'un echantillon 
par la methode de deflexion photothermique 
selon 1 ' invention ; 
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- la figure 4 est un schema illustrant un 
dispositif pour la mise en oeuvre du procede de 
la presente invention ; 

- la^f irgure '^5 est un 'gr"apHxgue illustrant des 

1' absorption d'un 



,/^resultats de ; • me sure , x de 

0> ft ^ \\ K~ u,., /(J) ^ 

' / echantillon ;cohs t i tue / d 1 ae ides > nucleiques selon 
vle x procede de la presente invention.; 


figure 


est 


une. 


cartographie 



detection : selon le procede % de 


invention ; 

// H 

comportant 


real i see 
deux/ > 


^// sur 


our 


dXane 
1 a v .pre s en te 
echan t i 1 1 oh\ 


range es 


Me 


plots \ 


d ' oligonucleotides ->;^x 

- / S / > ••/-' \ ^:>:,y/' n N 

//- les figures 7 a et^b^ spnt ;des histogrammes qui 


representent 


Me / riombre 


de\ pixels 1 de la 


cartographie de^la^-f iigure^ 6 ; . /AV, 

frrYP^^^W- ^ r\ ,7/', 


f 


\ 


Exemples 


Li/ h ! — 


\ ■ x w 
Exemple 1 


If / / .->,V , // / ^.-.'N V/// 

: methode de me sure v 


I / / 


/ 



\lje sy s t emecVu t i 1 i s e seloh I I invention^ est base^sur / 

photothermique en// configuration// 


deflexion 


transverse . \\ 
/La figure 


v/,<: 


-en _ annexe 


-est- 


une 



illustration 

schemajtigue de priricipe d'une mesure de^ 1^ absorption 

la methodel 

■ibnC/ / * 


deflexion 


ci^un echantillon par 

x vN.„. " J // / 
photothermique selon 1 'invent 

Sufxqette figure / J le faisceau pompts 15 est issu 
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d'un laser argon--:cpnti^ (COHERENT de type 

INOVA 40 (marque de commerce) , il est focalise sur 
1 ' echantillon 7 a 1 ' aide d'un miroir spherique (non 
represente) , le diametre du ■ spot (non represente) est 
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d f environ 70 microns a la surface de 1 ' echantillon 7. 
La longueur d ' onde du faisceau pompe est choisie de 
maniere a permettre la detection de 1 ' hybridation 
d'acides nucleiques. La puissance du faisceau pompe est 
de 300 mW en sortie du laser. 

Le faisceau sonde 17 est celui d'un laser Helium- 
Neon a 633 run. La longueur d ' onde de ce faisceau sonde 
est indif f erente . Selon 1* invention, une longueur 
d'onde eloignee de celle du faisceau pompe permet 
d'obtenir un meilleur. rapport signal sur bruit. 

La detection de la deflexion est effectuee a 
l'aide d'un detecteur quatre quadrants -B- (voir figure 
2) suivi d'une electronique d ■ amplification et de 
soustraction (non representee) . La reference 17a indique 
le faisceau sonde devie par deflexion photothermique . 
L' angle 0 indique 1 ' angle d' incidence du faisceau pompe 
par rapport a la normale 20 a 1 1 echantillon (indiquee 
en trait mixte) . 

Un filtre interf erentiel (non represente) 
selectionnant la longueur d'onde du faisceau sonde peut 
etre place devant le detecteur quatre quadrants afin 
d'eviter 1 ' influence d'une lumiere parasite provenant 
du faisceau pompe module. 

Dans le dispositif de la presente invention, le 
laser sonde, le detecteur quatre quadrants et 
1 ' electronique associee peut faire partie integrante 
d'une cellule de mesure commerciale par exemple celle 
de la societe ALIS. Le signal issu de cette cellule est 
envoye vers une detection synchrone . 

Le faisceau pompe peut etre module grace a un 
disque a fente mecanique, appele aussi ci-apres chopper 
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mecanique, dont la frequence est reglable. Le signal de 
commande du chopper sert de reference a la detection 
synchrone. La frequence est de 157 Hz. Le signal mesure 
est obtenu a ^ l'a~''* sortie' ' de^ :: la^ -detection synchrone 
(amplitude** du signal de deviation a x Javfrequence de 

,yC»^ r . V, \\ \\ , ill) r> 
modulation du f aisceau pompe) J(\\ Al\ r.\ 

yy \\ \\ ^ ^, y — J - ^/ \ /y. / 5 

Le <v pc^afcionnement de 1 ■ echantillori^ et des„ deux 
fais^ceaux les uns par rapport ^aux autres ^est ^assureXpar 

des( platines^de ^translation- et deOroJtatiori \ (marque \de 

/< w > y //x v . . ^ \ v W 

commerce^ ^Mxt:rb-Contr61e, dont certaines ^sont motorisees\ 

^ X .x ''2'*'' * " \ \ x *\ 

afin / de/ permettre une automat isatiori\ pour une \\ 
cartbgraphie, par ' exemplar d ' une biopuce , , et /dans \ 
certaines phases V du ^/'reg4age. : ; x \ Les reglages sont 
ef f ectues automatiquement- /af in v> de maximiser le signal, 
de deflexion dans xin ;p 1 an ,0 r t ho gona 1 a 1 ' echantilldn; 

• ' ' ' / ""' -' v '- • v > e -^r-X\ ;/ 1 ' . 1 AV. ' : \ ' :-- * 

contenant lef aisceau sonde ^ Lors /■ des cartographies , si * 


cela elt^lnecesskire^ -uh-^ dep 1 a c emen t correctif est : 

* \ \ .yv>-;x^ •"-'/ v_ v /^vj . ^ i- : : ^ / ; ; 

ef fectue/ dans, une; /direction / orthogonal e aux axes de 7 

balayage ^ez/'/la . ^cafe£ o g-r aphx-e: ' '?^/a f ; ±n "de;#; garantir / .la 

\ \ \^ ; ^: 1 y/^: y-^y^o / / ;X ; k: r ■ ; x v \i / ^ 

\ conservation^ d'un positio nn emen t . relatxf - / correct - :au 
^cours\de\la cartographie . Ce deplacementvb^brrecti'f^est j 

- x\ , ^- _ ,/// ^ . <?v . / 

^determine ^automatiquement dans une etape prelimxnaire/ 
de ^mesure . NL' angle d ' incidence^du f aisceau ^pompe par 
rapport^ a la ndrmale a 1 1 echantillon, et l^orfentatdon 
de la cellule par rapport a 1 ' echantilion;Vpeuvente' etre 
reliables. 'Les positions et . pr-ientatiiohs relatives des 

/'-.>7/-- -y y '-r^s^ v " ^ 


/ 


faisceaux^ sonde ; et ■ pompe pieuvent etre egalement 
reglables independamment . ^-^Y^^ 

Un schema d'un dispositif selon 1 ' invention est 
represents sur la figure 4 annexee . Sur cette figure, 
un obturateur, non represents sur le schema, permet de 
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couper le faisceau pompe pendant les phases de 
deplacement et de le retablir pendant un laps de temps 
bi en determine apres un temps d'attente choisi pour 
permettre la stabilisation ' du montage apres un 
deplacement. La reference 19 indique un laser argon a 
275 nm, la reference 21 des miroirs de positionnement 
du faisceau laser, la reference 23 indique un chopper 
mecanique, la reference 25 le faisceau laser apres son 
passage a travers le chopper, la reference 27 un miroir 
de focalisation et la reference 31 1 ' echantillon de 
mesure . 

La reference 34 constitue la cellule de mesure 
dans laquelle sont integres le laser sonde 32 et la 
diode a quatre quadrants 33 . 

La repetabilite du positionnement de 1 ' echantillon 
peut etre assuree par exemple . par une lunette 
autocollimatrice qui n'est pas representee sur le 
schema. L' ensemble du dispositif de mesure peut etre 
pilote par une station de travail, qui commande les 
deplacement s . et fait 1 1 acquisition des - signaux de 
deviation dans deux directions orthogonales . 

Dans ce mode de realisation, la deviation est 
mesuree suivant une direction parallele au plan de 
1 1 echantillon et suivant une direction orthogonale a 
celui-ci. C'est cette derniere qui constitue le signal 
utile. Le signal electronique fourni par la detection 
synchrone peut etre utilise tel quel par comparaison 
d'un point a un autre de 1 ' echantillon . 

On peut egalement le convertir en valeur 
d' absorption en effectuant une mesure de reference sur 
un echantillon repute stable dans le temps et sous flux 
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laser, dont 1' absorption est mesurable au 
spectrophotometre et se situe dans la gamme de 
linearite du banc de mesure de deflexion 
pho tothermique r;, f^TI— - — — r^- _ 


Exemple 2 : ... Preparation de s supports f one t ionna Uses 



VY y. 


Les ^iribieeules choisies dans ^fe^exeniple x sbnt des 


ac ides >nuc 1 eiques :7 en particulier des oligonucleotides . 


^ a La realisation" des couches minces biologiques pour 


// 10 


f ormer 1 ' echantilXon de xmesure^selonXLe, procede de Ta\ 
presente / invention peut par exemple \cpmporter deux * - 


etapes '•/: 


/ 1 ) f one t i onnal i s a t i on : ; duvs ufes trat, 
/ 2) greffage des oil goriuc le 6 1 i des . 


\ \ 


et \ \ 


y 


\ \ \ 


-15 

y^ 

■r y^ 


-A 
ft* 

"2 0 ^ s 


yCZyi'-'iy, 


F one t i onnal i sat ion du subs trat 


Le ^(^suppp'rt ^ys : ehoisiA v /est : ; : en i silice . 


A \ 



pouvaint ^.spas \ etablir de i: liaison 

:> A/y/^i^^-J'-rCv^,^^ lit. 


Ees' 



^>typev s de;^Mter iau 7 "Kg e%,derni er /est 
f onetionnaLise :^ La f ; onc tionnal'i sat ion; du ^support a. pour 
objet\ de, modif ier la surface du substrat afiri\ d'y // 


\ 


^lntroduiire^des groupements reactifs qui ^permettrbrit id/ 


gre^f f age des oligonucleotides . 

//.Cette etape ^.requiert / " par ' exemple,Auh^ premier 


it 


trait'emfeht ^ du 


V 

support par exemple^pary un . ^melange 


suif.ochromique puis . une silanisat'ioriV Be trai-tement par 
le melange sul f dchr om.ique peut v etre real-'ise au moyen 
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d'une s o lu tibn-^s a tur e e d 1 oxyde^jlde^ chrome dans de 
l'acide sulfurique a 95%. "fl a pour objectif d'eliminer 
les contaminants organiques presents sur le support et 
de generer des groupements. silanols. La silanisation 
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est ensuite realisee par les techniques classiques de 
silanisation, par exemple par incubation du support 
dans une solution de toluene, 

aminopropyldimethylethoxysilane (AMPMES) 1%. Durant 
cette etape, . les silanes reagissent avec les 
groupements silanols generes au cours du traitement par 
le melange sulf ochromique . II en resulte la formation 
d'une couche de si lane porteuse de groupements amine 
sur lesquels il est possible de greffer des 
oligonucleotides . 

Greffage des oligonucleotides 

Les oligonucleotides, qui constituent les 
molecules de capture, sont greffes sur le support soit 
directement, soit par 1 ' intermediaire d'une molecule 
d * avidine . 

Dans ce dernier cas, une molecule d' avidine est 
prealablement greffee sur le silane par 1 ' intermediaire 
d'un agent de couplage, le phenylene-diisothiocyanate 
(PDC) . L ' avidine presente une forte af finite pour une 
petite molecule : la biotine. Elle : peut done 
reconnaitre et fixer tres fortement un oligonucleotide 
porteur d'une biotine. Le support est done incube dans 
une solution de dimethyl formamide /pyridine 10% PDC 
0,2%. Apres lavage et sechage du support, 1 ' avidine est 
deposee sous forme de gouttes de quelques millimetres 
de diametre sur le support. Au meme endroit est depose 
1 ' oligonucleotide porteur d'une biotine. 
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Exemple 3 : Utilisation des supports f onctionnalises 

Cette etape consiste a effectuer 1 ' hybridation 
d'acides nucleiques ou de fragments de ceux-ci, qui 
constituent^^les. ^mol^cuIesT'^ciBlTM^presente dans la 
solutionXa^ tester. Elle consiste es^sentiellement en 

IK hybridation des acides^' nul5i^eiquesV\ v (dans 

VX , * v v ^ \\ 

c 1' experience decrite, . un oligonucleotide 
complementaire) , et - ^ < s \\ , . X\ 

xxx' ik ^ \ * "xx\ v ^x<\ \\ 

\k 7 2 ), lavage des -acides nucleiques" norKhybricles . \\ 



\\ 

/ Bien entendu prealablemeht ^a ; ces s , etapes et\dans le cas \ 

\ / • / ,/' •' \ •• - \\> >^ - s ~ s \\ '* / 

v particulier des acides nucleiques , il petit y avoir 

necessite a ef f ectuer ( 'U^ 9 [j^\L±^^<-^t^g^s preparatoirea 

;" ' / V'. \ [/.'> V'--'.. y " \ \ \ • ' 

5 pour obtenir ,1a solution^ a- 'tester^ -Ces etapes peuvent; 
etre de s • tap'es^"' 'd'^-ext^iaG^o'n f ^ d' amplification et jde? 


c 1 ivage ,-5 XX 


^ Extract iom // V>^~ - -v. ^ ^/i/^'rf : W Cv f-yy^W/ / *X 

\ \ vsv'^v-'i! X V^^X^/^H-'--'' XV'^XX^ Vs/a?/ / / XJ 
D \ \ Cette; .extraction' est real ise e-c de / man i ere touts^a I 

fait *c 1 ass i que . En fait, on peut utiliser n' impqrte // 

^quelle % \\echnique d' extraction d^ADN<^ pernfet:fcant ; 

" X XX. XXX XX" /y 

d'obtenir du^ materiel susceptible ^d' etre ulterieurement 

" X > 'X.^--:;--- - ••• - X^ /X/, // 

ampl^f ie par un procede d' amplif ication . Ces s techniques 
He lys^e/des,. cellules, avec extraction -pi&svpuri fixation 

XV ^ ? X^ 

desX acides / nucleiques sont ^ Kabituellement^ celles 
recommandees pour des s ^ analyses gerietiques, ou 


techniques rap:ides_ utilisant de,s^-p .ro du its . commerciaux, 
tels que QIAmp Blood ""Kit""* (Marque deposee) de QIAGEN 


S.A. 
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Amplification 

Ainsi, il peut etre judicieux d'augmenter le 
nombre de molecules cibles en amplifiant le signal. De 
tres nombreuses techniques d' amplification existent. 
L'etat de la technique decrit des methodes permettant 
d' amplifier des sequences nucleotidiques utilisant des 
amorces specif iques de ces sequences a amplifier. Ainsi 
on peut amplifier un fragment d'acide nucleique 
d'interet au sein d'une preparation d'acides 
nucleiques. De nombreuses techniques utilisent des 
oligonucleotides complementaires de la sequence cible 
servant d'amorces pour 1' elongation par une polymerase. 

Pour 1 ' amplification des ADN, il existe la PCR 
(Polymerase Chain Reaction) , telle que decrite dans les 
brevets US-A-4 , 683 , 195 , US-A-4 , 683 , 2 02 et US-A- 
4,800,159, la LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par 
exemple dans la demande de brevet EP-A-0 . 2 01 . 184 , ou la 
RCR (Repair Chain Reaction) , decrite dans la demande de 
brevet WO-A-90/01069 . 

Pour 1 'amplification des ARN, plusieurs techniques 
ont aussi ete decrites . dans differents documents. Ces 
techniques sont les suivantes : 

- 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la 
demande de brevet WO-A-90/06995 , 

- NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) 
avec la demande de brevet WO-A-91 / 02818 , 

- SPSR (Single Primer Sequence Replication) avec le 
brevet US-A-5 , 194 , 370 , et 

- TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le 
brevet US-A-5 , 399 , 491 . 
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// 


Clivage 

Le clivage peut egalement etre judicieux car le 
produit des amplifications peut etre constitue d'acides 
nucleiques ^e^'g'rana'es"' ' taTIl-es--^>A.insi / lorsque 1 ' on 
hybride^de tels acides nucleiques^e'ibles sur des 
molecules ; ,de capture, lesA iduplex formes apres 
yhybridatron ,avec les acides nucleiques 7 oibles x sbnt peu 


stables., • " C ' est . . egalement le cas '< lorsque 


// P%ynucleotid^s-:;sont utilises -en-^tant que; sondes V% de 
// 10 ^ •detection./^Les raisons\peuven't etre dues aCla gene\ 


:i5 


H stericju^ou au manque - de. specrf icite entre^ la molecule\\ 

de capture, qui a ete s^thetrse, et sa molecule cible V 

/ ./ / / v v . . --v \ \ \ v / < 

qui n ' est pas forcement de- inemeNtaille . II ya done y 

ayoar une perte quantitative ^^qualitative du signal X ' 

j? / i La gene steriqiie peut etre: le fait, non seulement ' 

de. la longueur de 1 / acide ; r nucleiqu^ , //ma is egalement ;de v 

; \ v=A r ' existeric;^ ou/7/ de^ ^lk v v feonis^rvation :; de structures; 

U "tl secohdaires^ ^e , ^dl^vage .p^rmet: ^de:;,. .detruire ces 

\\ structures;, et , ainsi^^d' optimiser 1 'hybridatzioh . Cette 

20 9 §ne . sterique joue Uri role part i cu 1 i er emen t important / 

\\ ._..^>>-^*--^'^.- r"-r---"-*-7/ / // 

, dans \ e \cas de 1 'hybridation sur des surfaces contehant // 

/',des sondesx^de capture a forte density/par exempli les 7 / 

^ u< >ff a ADN mises au point par^la'^s^ciete >Af fymetr'ix 

<^ ^ \. - - - ^ . // 

( " Ac'ces s ing Gene t i .c ' ; Inf orma ti on wi th High^Dens i ty^-DNA 

^rrays^/jiM^ Shee et al . , Science, 274^61^614 .^^ight- 

gen ^5 ated oligonucleotide array s NX Y' for rapide DNA 

sequenees^nalysis"^ A_L/C'aviarii Pease al . , Proc . 

Natl. Acad>^> :: j;SA^ 1994, 91 , ^-02^5026) . Dans cette 

technologie, les sondes "de capture sont generalement de 

tailles reduites, autour de vingt nucleotides. 
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En ce qui concerne le clivage des acides 
nucleiques, de nombreuses methodes sont decrites dans 
l'etat de la technique. Premierement , le clivage peut 
etre enzymatique, c'est-a-dire que la fragmentation des 
acides nucleiques peut £tre realisee par des nucleases 
(DNases ou RNases) . On genere alors des " fragments de 
petites tailles avec des extremites 3 '-OH, 5' -OH, 3'- 
phosphate , 5 ' -phosphate . 

Deuxiemement , le clivage peut etre chimique. Par 
exemple dans le cas des ADN, on peut effectuer la 
depurination ou la depyrimidination des ADN, qui sont 
alors clives en presence d'une base par un mecanisme 
dit de « p-elimination ». Le clivage des ADN peut etre 
realise par des mecanismes d'oxydation, d' alkylation, 
d' addition de radicaux libres entre autres . Pour cliver 
les ARN, on utilise des cations metalliques souvent 
associes a des molecules organiques utilisees comme 
catalyseurs chimiques, par exemple 1' imidazole. Ce 
clivage est pref erentiellement realise en milieu 
alcalin et genere des fragments avec des extremites 3 ' - 
phosphate. 

Hybridation 

Le support sur lequel sont greffes les 
oligonucleotides est alors incube dans une solution 
contenant 1 ' oligonucleotide complementaire par exemple 
une solution SSPE 6X + Triton X-100 a 0,05% + cible a 
20 nM ; 3 0 min. a 3 5°C. 
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Lavage des acides nucleiques non hybrides 

Apres hybridation, les acides nucleiques n 1 ayant 
pas hybrides sont elimines par lavages dans la meme 
solution SSPEL 6x: + -Tr it on" X- 10 6^: 0 y 05 % . 

Juste avant la .detection selon v MNprocede de la 


p^sente inv^n| ion ^jl|s ecl^n^|lons sonT^sortis de 
^/l-eur so^i^^e lavage, passes rlp^ement s^s^l'eau 


// 7 P °H^ SljBainer }9 - -tafiipori en - prenant ^gaxd^de ne\pas 
"4.fshybrider="^ie^:' acides nucleiqiies/Xet secMs'l l'a£k, 

10 \ ' ,/ .■ y y " s ■ X \ V ^ W 


Resultats //^ ,.Vvt:> \\\ \ 


; / Une cartographie est realisee sur un\ echantillbn 

comportant deux rangees de plots d • oligonucleotides . 
Chaque plot fait environ, trois millimetres de\ diametre: 
15 Les plots de la 'rangee inferieure comportent des 
oligonucleotides. 32mere§- -v' hybrides par leur 
complement^rre'' alqr ss? o^'e x ceux- de la rangee (super ieure 3 
comportent ; .siun autfr.e/V r»1 n;Hrrtfiri/-1 "A*$s n^iUA^ 



yX} \e\ temps de mesure est de 5 secorides par / point / 

^Jtdont uie^econde avant ouverture de/^dbturateurTf' I,// 

dS " ie §^^ e f *; donc illumine^giridant 4^ seconded 
Les^mesures sont" ef f eptuees ' , affcc-i ran^lianf 


^mesures sont effectuees aussi rapidement /Vque 
possible, /pendant cette duree. Le deM/ viseyentre 
chacjue mesure est d'un dixieme ; a^^econdey'En chaque 
point M^mesure r ''oh- disgb%e done" d'un signal dependant 
du temps, ^i^^lure de la__ variation du signal en 
fonction du temps est ""representee par la courbe sur la 
figure 5 annexee . 
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Sur cette figure, sur l'ordonnee, S represente le 
signal en unite d'absorbance, et sur l'abscisse, t 
represente le temps en secondes . 

Le signal comporte une periode de bruit de fond, 
avant ouverture de 1 - obturateur , suivie d'une montee 
rapide apres 1' ouverture. Lorsqu'un maximum est 
atteint, le signal mesure redescend, traduisant en cela 
1 ' evolution de 1 ' echantillon au point de mesure . Pour 
comparer les signaux obtenus en chaque point de la 
cartographie, il a ete preferable d'extraire de chaque 
signal une valeur qui puisse etre affichee sous forme 
de cartographie. Cette valeur peut etre par exemple le 
maximum mesure ou la valeur a un temps de mesure donne. 
II est egalement possible d'ajuster une fonction bien 
choisie a chaque signal temporel et choisir comme 
valeur representative l'un des parametres d'ajustement 
de la fonction ou le maximum de celle-ci. Apres cette 
phase de traitement, le resultat est affiche sous forme 
de cartographie. 

La cartographie que nous avons obtenue 
experimentalement est donnee sur la figure 6 en annexe. 
II s'agit des maxima du signal mesure en chaque point 
de la cartographie, maxima ayant lieu pour t proche de 
1,5 seconde. Sur cette cartographie, les plots 
d' oligonucleotides, hybrides ou non, se distinguent 
parfaitement du fond dont 1' absorption est beaucoup 
plus faible. Les plots de la colonne de droite, de 
couleur bleu clair sur la cartographie, ont une 
absorption plus faible que ceux de la colonne de 
gauche, de couleur verte a jaune sur la cartograhie ; 
les rectangles noirs correspondent a des zones non 


B 13324.3 EE 


cartographies, car il y a eu un decalage manuel du 
support pendant 1 ' acquisition de la cartographie pour 
mieux voir les plots de la colonne de droite. 
L ' observat ion» - de - l^T "car tbgrapKie^suf f it done pour 
determiner^si un plot, dVoligonucleotoSS^est hybride ou 



none/ , /C^U - H/? r 

Les A ' histbgrammes des figures ^7 a/ /e 7b envannexe 

<v \\/y y v ^ ^ \X 

/rep^entent le nombre ' de pixels de^ r ^>cartogr^)hie 


(axe ^des ordonnees ) ' pour une intensi'te de signal^ donnee 
"Vaxe des/abscisses') , a deux echelles' -dif f erentes pour\ 
les ordonnees . /On voit - clairement apparaitre trois \\ 
modes,/ / c orrespondant ei 1 1 abs drp t i on du\ \£ ond, / des \ 
/"oligonucleotides non ^hybrides ^et\. des oligonucleotides 
hybrides . Ces modest. sorit//bien/ sep>ares ce qui permet 
d' utiliser des methodes \, de v- traitement \ \ d ' imaged 


■ x 


permettant de reconnaltrex/automatiqueraent les plots*. 


hybr ides; pu ; non ■ /-Un simple seiiillage permet par exemple ' 

\ \ \ //A ^ -Vv • /' . , ./\/";\--- t//i ^ ■ ;/ . / ' v < 

^ ~~ et/ ijuelques 7 


de\ \rie, cons 

v. \ "( v ;// 


points^, absorbaritsr- 'ai: plots r de 

' \ \ - - --- -- ^ /// ' // 


/^Exemple x 4 :/Test diagnostique / 7 / , N // 

</ X^Une pa-rf ie -importante de la/eqmposante, genetique 



de la;; susceptibilite a la polyarthri te rhumat^o'ide A/\ pu 
^tre as^sp^ee aux genes HLA-DRB, codan|\pour la^haine 
b des molecules /HLA-DR impliquees^ ""dans' ' la presentation 
des peptides aux lymphocytes - T , fonction^pivot au coeur 
des mecanismes;;^de w regulation de^la;:reponse immunitaire. 
II a ete montre plus precisement que la presence d'une 
sequence particuliere de cinq acides amines, 
correspondant aux positions 70 a 74 de la troisieme 
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region hypervariable des molecules HLA-DRbl , etait 
retrouvee pour differents alleles rapportes comme etant 
associes a la polyarthrite rhumatolde . L ' implication de 
cet « epitope partage » correspondant aux sequences 
QKRAA ou QRRAA ou RRRAA (code a une lettre des acides 
amines) est desormais bien documentee. 

Toutefois, si ce groupe d' alleles DRB1*04 est 
ef f ectivement associe a la polyarthrite rhumatoide, 
tous les alleles actuellement connus (DRB1*0401 a 
DRB1*0427) ne sont pas forcement associes a cette 
maladie. 11 peut en resulter que si 1 ' on se limite a un 
typage du groupe d' alleles DRB1*04, en fonction des 
alleles presents, on pourra obtenir, outre de vrais 
positifs ou de vrais negatifs, des faux positifs qui 
vont alarmer inutilement le medecin et le patient. 

Dans le cas d'une technique de biologie 
moleculaire (analyse des alleles DRB1 : resultats 
rendus selon la nomenclature DRB1*01 a DRB1*10) , le 
clinicien s'interesse essentiellement a la presence 
d'allele(s) DRB1*04. 

En cas de resultats suggerant une predisposition a 
la maladie, un deuxieme test est generalement pratique, 
utilisant une technique de biologie moleculaire dite de 
haute resolution dite de sous-typage du DR4, pour 
preciser 1' allele DRB1*04 (DRB1*0401 a 0427 selon la 
nomenclature officielle en 1998), seuls les alleles 
DRB1*0401, 0404, 0405 et 0408 etant rapportes comme 
etant associes a la maladie. 
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Extraction 


L' extraction est effectuee par des produits 
commerciaux evoques precedemment , tels que QIAmp Blood 
Kit (Marque degosee) de~ "QIAGEN "..A^- 

. r „ ""^^ 



Amplification A\ f ^ '\ ;\ |l~ \\~ ... 

Cette^ ^amplification concern^ 'I'e^ locus X HLA-DR, 

c \\ - U v ^ 

2 qui-" e6rrrespond\\aux 
5 a 94. selon la nomenclature of f xcielle , des 




mcMant ;Ha region de 1 ' exon 
codons 


genes 


HLA-DRB . 


tabieau . 


1 //ci -dessdus 


decrit 


les 


\ 


r 


amorces utilisees, lors de 1 ^amplif ication" par PCR de ce V 

locus precedemment decrit . II donne \ egalemerit 

■■' / X ... , AVv; , • x \ \ \ v ; 

1' ensemble des conditions, physico-chimiques permettant 


. 15 


la realisation de cette amplification: 


\"-- ■■*" 



■ Amorces 7 

5 i ! rr4: 

- PI (amorce 5'-DR) : CCG GAT CCT TCG TGT CCC CAC AGC 

t# /'\- ; AGG (5'>3') ; ; . ;; A: 

-P2 (amorce 3' -DR) : TCG CGG CTG CAC TGT GAA G (5'>3') 

Melange 
reactionnel 

\ \ \> ••";';/. 
\Y v ^n v ', 

-tampon 10X TEMAG (*) : 10 (il N o j j j ^ " 

- dOTPs (20 mJS4) : .1 M l. (012 mM final) ,\ i i&^fe I ' t ' /* ^ 

- Pi (30 |aM) : 0.8 Ml (0.25 |aM fihal)^ I / ! 

- P2 (30 pM) : 0.8 |ur.(0.25 |jM final) • ' ' - r < v 

- AmpliTaq (5 U/ M l) : 0.5 pi (2.5 U) /// f' J % ■ / 
- X ADN : 100-500 ng // / ^/ // 
^H % Q:QSP 100 M l XV // 

(Programme 
d'amplification 

(5 rriin & 96°C) + 10 x (10 seca98°C + 30 sec a 65°C + 30' sec a^y 
72°C) + 30 x (20 sec a 96°C + 30 sec a 65°C + 30 sec a 72°C)// 



MP 


Tableau d amplification simultanee^de v la region 


20 




•' ^/ d^ interet^ HEA-jDR y x> 


(*) : Tampon lt)X-TEl^-^ -^O^mM-Tfi s -HC1 pH 8.8 , 150 
mM Sulfate Ammonium, 15 mM MgCl2 / 500 uM EDTA, 0.1 % 
gelatine 


B 13324.3 EE 


Dans cet exemple, la distance separant les deux 
amorces PI et P2 est choisie pour etre suffisamment 
courte pour ne pas avoir a effectuer de clivage. Bien 
entendu, si les amplicons realises le necessitent, 
cette fragmentation des acides nucleiques peut etre 
ef fectuee selon les moyens et conditions exposes plus 
haut . 

Preparation des supports f onctionnalises 

Pour pouvoir realiser une etude de predisposition 
genetique a la polyarthrite rhumatoxde, il y a lieu 
d'utiliser un ensemble de reactions d' hybridation 
mettant en ceuvre un jeu de sondes oligonucleotidiques 
permettant 1' analyse precise d' alleles ou de groupes 
d' alleles HLA-DRB1 et HLA-B*27. Le tableau 2 decrit 
1' ensemble des sondes qui est utilise pour la detection 
de ces deux maladies . Les indications qui sont donnees 
de la gauche vers la droite sont les suivantes : 

la reference de la sonde attribue dans la 
nomenclature HLA, 

- le numero de la sequence attribue dans ce document, 

- le gene HLA concerne, 

- la sequence constituant cette sonde, et 

- la localisation des codons (trois nucleotides) sur 
les genes HLA. 
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Sonde 

SEQID 
NO 

Gene 
HLA 

Sequence (5'>3') 

Localisation 
(codons) 

C + 

1 

1 DR_ 

TPG-GAG AGC GAC GTG GGG 

| 40-45 

C- 

2.,-' 


TAT GAA ACT TATGGG GAT AC 


4 


DR 

„ GAT ACT TCT ATC AGC A 

29-34 

QK7T> 

yy 

4 

DR 

U ;\ i GAG CAG AAI CGG ICC^X 

GAG CAG AAG CGG GCC \\ 

69-73 


% 5 ■ 

DR 

CTG GAA GAC GAT CGG , 

, - CTG GAA GAC GAG CGG< S A 

vX 68-72 

,E74 

. : \\ 

W 

6 

DR 

AGG AIA IGC IGG ICI All . f > 
AGC AGA GGC GGG CCG AGG / 

69 <v 75 

QR71 


DR 

CAG AGG CGI GU ICI GTG \ 
CAG AGG CGG GCC GCG GTG 

70-75.). 

S57 / 

8 

DR 

GCC TAG CGC CGA GTA 

55-60 \\ 

; 1/ / 

11 

DR 

: TGG GAG CTT AAG TTT GAA \ 

9-14 

52 

12 

DR 

TAC TCT ACG TCT GAG T 

10-15 

„ : '2/ ; 

13 

DR 

CAG CCT AAG AGG GAG TG 

10-15 

7+9 

14 

DR 

IAGGTIGAC AIC GTG TGC 
CAG GTG GACACC GTG TGC \ 

74-79 

; 10 

15 ni 

DR 

GGA GGA GGT TAA GTT 

8-13 

8+12 

, .16 ;v 

DR) 

.' „ CTG TAC GGG IGA GT 

CTC TAC GGG TGA GT >f 

10-15; 

\3\ ^ 

\ \ \ *\ 
% ■ \ i 

^19^ 

DR 

VM CCG GGT GGA CAA CIA C / / / 

'//> CCG GGT GGA CAA CTA .C. j / / 

73-78 


(r 


Tah±%k^\2 -?> f 1 Sondes ^bl igonucleotidiques 


5 - Pour 



caracteres 


sondes, une 


certames 

italiques precise 


un iquement ~ c onstituee <Q, de s 



es't-avdire 

</ v / ^ 

nucleotides adenosine (A), thymine v:( : T^^;guanme/ 

L'esy autres * sequences -^reprennent les memes 
1' exception de la^-^substitution 


quatre 
(G) et 

cytos>ne (C) v 

10 nucleotidesx^a 1' exception de 1 a^-^stibs t i t u t i on de 
certains par des^ Hli^ . Dans le cas 

present, il s'agit de l'inosine. L ' utilisation des 
inosines permet d ' ameliorer encore la specif icite des 
sondes vis-a-vis des sequences auxquelles elles vont 
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s'hybrider. La specif icite des sondes de captures est 
bien precisee- dans le tableau 3 ci-apres. 


Sonde 

SEQ ID NO 

Specificite 

C + 

1 

Tousles DRB1* j 

C- 

2 

Aucun 

4 

3 

DRB1*04 ' 

QK71 

4 

DRB 1*0401 allele Dossedant le motif OKRAA rnrrpcnnnHnnr £ 
V epitope partage 

IDE71 

5 

DRB 1*0402 

E74 

6 

DRB 1 *0403, 0406 et 0407 

QR71 

7 

DRB 1*0101, 0404, 0405, 0408 et 1402, allele possedant le motif 
QRRAA correspondant a Pepitope partage 

S57 

8 

DRB 1*0405 

1 

9 

DRB 1*01 

52 

10 

DRB1*03, 11, 13 et 14 

2 

11 

DRB 1*02 

7+9 

12 

DRB 1 *07 et 09 

10 

13 

DRB1*10 

3 

14 

DRB 1*03 

8+12 

15 

DRB 1 *08 et 12 


Tableau 3 : Specif icites principales des molecules ou 

sondes de capture 

Ces sondes sont ensuite mises en place sur le 
support solide comme evoquees precedemment. Bien 
entendu pour faciliter 1' analyse ulterieure, il 
convient de positionner chaque type de sonde sur un 
point ou une zone de reconnaissance. 
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// 

i 


Dans le cas present, il y a necessite d' avoir 
quinze zones de reconnaissance differentes, en incluant 
les controles, qu'ils soient positif ou negatif. Il est 
egalement pos.si^re : ^d"''e fc f f ectfi'er^a; f :auj:res tests sur un 


meme support solide, il,.suffit pour cela>d/augmenter le 

nombre de zones. s de reconnaissance > 1 

' * \\ \\ w jj ' 




V 


X 


f I ! 

til 

' / / 


Zones de reconnaissance 

. Zones de reconnaissance \ 


SEQ ID NO 1 

1 

v SEQDD^O^ j 


SEQ ID NO 2 

// 52 v 

SEQ ID NO 10 

4 .-/; 

SEQ ID NO 3 

2 

SEQ ID NO 1 1 

QK71 

SEQ ID NQ 4 

7 

SEQ ID NO 12 ( 

IDE71 

/SEQ ID NO 5 | 

; 10 

SEQ ID NO 13 ' 

E74 

SEQ ID NO 6 . .. 

8+12 

\ SEQ ID NO 14 

QR71 . 

SEQ ID NO 7 

Y' ;3-;; '/ 

SEQ ID NO 15 

x^x-n 

SEQ ID NO 8 ' 

v.-i ■ i .... XX i ; ' 


10 

V -r. 


\ Tableau?4^: Or gani s at ion d e s ; d i f f e rentes zones de 

\ \ l^f^XX MzX/ ... -X/XfrXiX XX'-X-X-i :xxx- X\ , ^ i 1 ! 
\ \ ( v 7 reconnaissance sur> le support -solide 

\\\ A i! X/^X-^XJ/ ----^^ X/XXV ! V\y ■'X^XJ / 

\ \ fj // -■" 'srs'r ,, A v . , / \cx*>p -vV ,• wX y ;X) / 


>X Il v X ID /NO 1 ) , ^qui 

v\ \ " ~ ^ ~ - ■/ x y x : x ■ 

/permet \de -detecter tous les alleles du/gene DRBK,,) ce 


15 



20 


"S&i± permetKde. controler que 1 ' amplification -X bieri/ 

// X \\>\ ,-^x^'x y * x^ V 

concerne la region; d ' interet . coiriprise^entre l^es amorce's 

/^■h . >-.r 4,^/ ^/ 

PI et y,P2 decrites . dans ~ -le tableau 1 .<<;\Le> controle 
fte^^atif (,SEQ/ ID NO 2) n'a pas d' obj ectif^ .diagnostic , il 

^ r // _ ^ ^ xx\x x ^ 

n'estXpreseht- cjuej //pour reporidre ^.a x> cer taints normes . 

X X>^ ^ ^ /L/'^ 5 iT' 

Cette segu'en^e n'est absblument pas ^spepif ique du HLA 7 

et corres p ond ^"a^^fi'e^s e ^uenc e;:;:a'S da£o ire non retrouve e 

chez les genes HLA. 

La SEQ ID NO 3 permet le typage de 1' ensemble des 

alleles qui constitue le groupe DRB1*04. Elle permet 
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1 ' identification de tous les alleles DRB1*04, alleles 
appartenant au groupe def ini par des techniques de 
typage HLA par serologie, comme le groupe DR4 . II 
s'agit d'une sonde a faible resolution, c'est-a-dire 
que de nombreux alleles peuvent etre reconnus par 
celle-ci. 

Les SEQ ID NO 4 a 8 permettent, quant a elles, le 
sous-typage de certains des alleles qui constituent le 
groupe DRB1*04, en precisant le ou les alleles 
partageant une sequence particuliere . II s'agit de 
sondes a haute resolution, c'est-a-dire que quelques 
alleles, voire un seul, peuvent etre reconnus par une 
de ces sondes. 

Toutes ces sondes sont utilisees pour detecter les 
alleles possedant 1 ' epitope partage associes a la 
predisposition genetique a la polyarthrite rhumatoide. 
Plus particulierement, les sondes SEQ ID NO 4 et 7 
permettent de detecter les alleles associes a la 
susceptibilite a la polyarthrite rhumatoide, et les 
sondes SEQ ID NO 5 et 6 permettent de detecter les 
alleles associes a la resistance a ladite polyarthrite 
rhumatoide. La sonde SEQ ID NO 8 permet de confirmer la 
presence d'un allele DRB1*0405. 


Resultats 

Dans les resultats ci-apres exposes, on a 
travaille avec des solutions a tester dont on 
connaissait les caracteristiques , afin de pouvoir 
controler si les resultats obtenus avec le procede 
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d' analyse, selon la presente invention, sont bien 
conformes a la realite. 


l^re SOLUTION^A-VTESTER^: 


de 



Le^£ai?leau 5 qui suit, met en Evidence les valeurs 
^signal obtenues \avec la; premiere />so J 

, >^ ^ \\ v,^ ^: ^ - - /w // ... 

auxquelles-Voh y a soustrait la valeur>; : du^:> signMVde la 

\\ \ov " J v, ^ x\ 

sondes SEQ' ID NO 2 ,( t embin fiegat i f ) . Ces : v^ieurs plus ou 


mo 


ins-' eloignees -de la valeur -zero , permettent xMe 


dediiire ,s±^l' hybridation a eu lieu ou -ion . Lax valeur 0 

N ^ / / / > \> - X\X v - \\ 

a ete/mise pour / toutes les - valeurs ne x se, distinguant \\ 
pas / s i gn i f i c a t i vemen t de' ; 1 a ^ ~ valeur obtenueXppur SEQ ID 
^N0 2 (ecart infer ieu'r a ^dei^-^ois 1 ' erreur standard' a 


* 15 

^ 1 


la moyenne c a 1 cu 1 e e - pour 1 a sonde SEQ, ID 


NO 2 ) .v 


V* 
S l 



Sonde associee^a la zone de 

Signal (unite 

•+/,- 

Sonde associee a la zone de 

% : :\ l; "^:.v,iL : ;i 

5 reconnaissance 

Signal (unite 

+7- 

\ \ \ jy/r-y^- ■ '</ 

» \ reconnaissance: 

arbitraire) 

■ 'J-'// ' 

y "0 V 

arbitraire) 

// 

\ SEQ ID NO 1/'' V>* 

3000 . 

y '■' ' "' 


' ' SEQ ID NO 9 , / / 



SEQ ID NO 2 



• SEQIDNOJO / 

.' o; 


SEQ ED NO 3 

920 

+ 

SEQ ID NO 11 

/ 2100 it 

:: // 


SEQ ID NO 4 

260 


SEQ,lD,NO"l2 

y- y y 

X^ 0 // 


/ : SEQ ID NO 5 

0 


SEQ ID NO 13 

' ■ ?// 


. SEQ ID NO 6 

0 


' . SEQ ID NO 14\ v 

// 


SEQ.IDN0 7 

0 


SEQ ID NO 15 

// o 


X^SEQ ID NO 8- 

0 




Tableau 5^-:t:Resultats d ' hybridat-rdn^obtenus avec la 


premiere solution a tester 
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L' analyse du HLA-DR montre que : 
-la sonde SEQ ID NO 1 est positive : 1 ' amplification 
HLA-DR et le test d' hybridation ont correctement 
f onctionne, 

- les sondes SEQ ID NO 3 et SEQ ID NO 4 sont 
positives : un allele DRB1*0401 est present, et 

- la sonde SEQ ID NO 11 est positive : un allele 
DRB1*02 est present. 

En conclusion, il y a presence d'un allele de 
susceptibilite a la polyarthrite rhumatolde 
(DRB1*0401), le second allele etant DRB1*02 qui fait 
preuve de neutrality vis-a-vis de la polyarthrite 
rhumatolde . 

Le typage HLA de ce premier echantillon etait HLA- 
DRB1*0401 / 1602. 

2 erne SOLUTION A TESTER : 


Le tableau 6 qui suit, met en evidence les valeurs 
de DO obtenues avec la deuxieme solution a tester. 


Sonde associee a la zone de 
reconnaissance 

Signal (unite 
arbitraire) 

+ /- 

Sonde associee a la zone de 
reconnaissance 

Signal (unite 
arbitraire) 

+ /- 

SEQ ID NO 1 

3000 

+ 

SEQ ID NO 9 

0 


SEQ ID NO 2 

0 


SEQ ID NO 10 

0 


SEQ ID NO 3 

310 

+ 

SEQ ID NO 1 1 

2700 

+ 

SEQ ID NO 4 

0 


SEQ ID NO 12 

0 


SEQ ID NO 5 

370 

+ 

SEQ ID NO 13 

0 


SEQ ID NO 6 

0 


SEQ ID NO 14 

0 


SEQ ID NO 7 

0 


SEQ ID NO 15 

0 


SEQ ID NO 8 

0 





Tableau 6 : Resultats d ' hybridation obtenus avec la 


deuxieme solution a tester 
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II y a quatre sondes positives, qui sont : 
- la sonde SEQ ID NO 1 : 1 ' amplification HLA-DR et le 
test d ' hybr ida t ±pn--ont' "Blen* fonSt^orm^ , 



- la sonde" SEQ ID NO rV 3 17 r il y a presene^d ' au moins un 
allele DRB1*04, ?! V \ i l \\ ,T i\f yr ^ 

5/la sonde - SEQ ID NO 5 : il y a ^presence d'unXallele 
DRBOf*;0^02V et ^ - "** <TV*V 


-^la^ sonde .SEQ ID NO 11 : il y ? a- presence 7 d ' un A allele 


DRB1*02 ./ . 


X 


; - V/7 


V 


il^s'agit done de deux alleles DR4v,\non impliques\\ 
dans/ /la sus c ep tlbi 1 i t e; gene t i que a la \ polyarthr i te \ 


rhumatolde DRB1*0402 et -DRB1*G2 : 


V y 


/ typage HLA - de - ce^ troisieme^v echantillpn etait 


15 HLA-DRB1*04 02 / 02 


.. - — 


•' I) 


- -■ - -7 
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ANNEXE 
Liste de sequences 

(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT : 

(A) NOM : BIOMERIEUX S.A. 

(B) RUE : Chemin de I'Orme 

(C) VUXE : Marcy-l'Etoile 

(E) PAYS : France 

(F) CODE POSTAL : 69280 

(G) TELEPHONE : (33) 78.87.20.00 

(H) TELECOPDE : (33) 78.87.20.90 

(ii) TITRE DE L' INVENTION : Procede d' analyse de la predisposition 
genetique d'un patient a au moins une maladie gen<5tique 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 19 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Floppy disk 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL : Patentln Release #1.0, version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 18 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 1 
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TTCGACAGCG ACGTGGGG 
10 



(3) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 2 : 

- //^ V\ \\ it- ,e rn> „ _ 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE 

<-f'S) \\ V^-*-^"" ." " /J v ^ \ f\\ 

(A) LONGUEUR : 20 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 
< -(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucllique^ 
"" (iii) HYPOTHETIQUE : non ^ // 
(ix) CARACTERISTIQUES : : %Q 3 ; - 
/ (A) NOM/CLE : amorce ; ; ; : 

f ' (D) AUTRES INFORMATIONS; : ; 

/ /(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 2 \\ \ 


15 TATGAAACTT ATGGGGATAC 



( I i 


2b: 


.. s ^ 


< rl 


(4), INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 3 : -\) f / / , 

\ \ (i) CARACTERISTIQUES DEtLA SEQUENCE; : ^.^&y / 
\ N ( A) LONGUEUR; 16 nucleotides;- / / 



(B) TYPE : acide nucleique 
(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
/(iii) H YPOTHETIQUE _:_non 
ix) CARACTERISTIQUES : , ] 
(A) ! NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS Sequence issue du HLA<DR 
(xirDESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID;NO 3 



GATACTTCTA TCAeCA: 
10 


30 
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(5) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 4 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 15 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : 
(B) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 4 
GAGCAGAAIC GG ICC 
10 

(6) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 5 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 15 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 5 
CTGGAAGACG AICGG 
10 

(7) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 6 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 18 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
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(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : amorce 


(B) AUTRESrlNFORMATIONS "sequencejssue du HLA DR 


X/(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE :'SEQ ID NO 6 



AGCAIAIGCI GGICIAE 

<\ \\ sV 

O 10 



<7 1 0 (8) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 7 : ; 


(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 


/ (A) LONGUEUR : 18 nucleotides : ' 
/ (B) TYPE : acide nucleique 


\\\ 


^5 

^-4 


/ / /(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique ; \ 
f / (iii) HYPOTHETIQUE : norf - 
S (ix) CARACTERISTIQUES : • 


\\\ 


■ i ' 1 

i \ \ (A) NOM/CLE / : ^^-^^Vp 
I \ (D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR / 


/ / 1 


\ (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE^: SEQ ID NO 7 / , 

\ vav. •"•-'/( y^/-! /cv'V ;c'.- : - l o v-, .- # 

20 t cagAggcgig niCIGTG 

\>10 



(9) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 8 



30 


(i) C ARACTERISTIQUES.DE LA SEQUENCE : 
{AyLONGUEUR : 15 nucleotides f 

>N \ (B) TYPE : aeide nucleique x 

N^V if jl u ^ ^ 

(ii) TYPEJDE MOLECUL'E r acide nucleique 

(iii) HYPOTI^IQJ^^non~- :: ^^^ :;:: ''" 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 8 
GCCTAGCGCC GAGTA 
10 

5 (12) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 9 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 18 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
10 (iii) HYPOTHETIQUE : non 

(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 1 1 
15 TGGCAGCTTA AGTTTGAA 
10 

(13) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 10 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 16 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 12 
TACTCTACGT CTGAGT 
10 


25 
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(14) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 1 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 17 nucleotides 

(B) TYPE : acide'nueleique "•--•"■^--^ 

,<<7"~ 

(ii) ^pyPE DE MOLECULE. : L acide nucleique 



(iii) HYPOTHETIQUE : non 


w 


(ix) CARACTERISTIQUES : 
^ (A) NOM/CLE : " 


(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 



\ 


.5 


(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 13 
CAGCCTAAGA GGGAGTG >;;,«; \\\ 

/ J // \ ' .• v x>x>^ >->••%"• X \' 

(15) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 12 : 
? ; (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 18 nucleotides x; 
* ', \ (B) TYPE : acide nucleique . ; / 
\ \ (ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique u xx.. , / / j 
\ \(iii) HYPOTHETIQUE : non ' Vv " 7P7N / 


(ix) 



(A) x NOM/CLE : 


/ / 


-r> (D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue. du<HLA DR 
y 7 {xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 14/ 


/"V 
S 


IAGGTIGACA ICGTGTGC 


//X 

L7 


(16) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 13 : 

(i) CARACTERISTIQUES. DE LA-SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 15 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 



.,71 
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(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 15 
GGAGGAGGTT AAGTT 
10 


10 (17) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 14 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 14 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
1 5 (iii) HYPOTHETIQUE : non 

(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 16 
2 0 CTCTACGGGI GAGT 
10 


(18) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 1 5 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

2 5 (A) LONGUEUR : 16 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

3 0 (A) NOM/CLE : 

(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
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REVENDI CAT IONS 

1. Procede de detection sans marquage d'une 
reaction de reconnaissance moleculaire entre une 
premiere molecule fixee sur un support, et une deuxieme 
molecule presente dans une solution a tester, dans 
lequel la detection est realisee par une methode 
photothermique. 

2. Procede de detection sans marquage . d'une 
reaction d ' hybridation d'acides nucleiques entre une 
premiere et une deuxieme molecules d'acides nucleiques 
comprenant les etapes suivantes : 

- fixation de la premiere molecule d'acide 
nucleique sur un support solide, 

- mise en contact de la premiere molecule d'acide 
nucleique fixee sur le support solide avec une 
solution a tester soupgonnee de comprendre la 
deuxieme molecule d'acide nucleique, cette 
derniere etant apte a s ' hybrider a ladite 
premiere molecule, la mise en contact etant 
realisee dans des conditions favorables a 
ladite hybridation, 

- lavage du support solide pour isoler un 
echantillon de detection constitue de ladite 
premiere molecule fixee sur le support et 
eventuellement de ladite deuxieme molecule liee 
a la premiere molecule, et 

- mesure de 1' absorption de 1 ' echantillon par une 
methode photothermique. 
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3. Procede selon la revendication 1 ou 2 , dans 
lequel la methode photothermique est une methode de 
lentille thermique. 


5 4.^Pro v cede selon la reyendicationOl* ou 2, dans 


lequel^ la methode^ photothermique/' est une ^methode de 
def lexi on photo- thermique dans laquel^lg /I 1 echantillon 

//est reclaire par un f aisceau - pompe , e t /• 1 J abs o rp t i on\ du 

j> \\ ^ — / " '4 // o"\ XV 

fa'xsceau pompC -par 1 ' echantillon est detectee ^par Xba 
>V ^ < 'V ,/ ^ ;; ,"\\\ w ,*fS \\ 

refraction .o'u la reflexion d ' un f aisceau sonde /: x V\ 


// 10 - - - - - - - - 

is/ Procede selon la^reyendication 4, \ dans lequel 


les faisceaux sonde et pompe. se.croisent 

/ / 'CM . ••. ''' ; '/ / '- M :V -- r x 


/' 


15 6 . Procede selon la -revindication 4, dans- lequel 

les faisceaux sonde / et/ >pompe sont dans une v 


J; con 


>nf igura^iori^ transverse "ou / dans ; une configuration . 

X \ \ /y/y- : y x :^ . / >• < v /^-V/ ^/ : . ./• >C // / /'/ f: "^ 

sensiblement f >^olinea.i^e^ " \\C //. <'/ j / 1 /0\ / / I /^ 


&\; />,-•-• X^ ysv 


20 \\ \7 //Prpcede / selon 1/ l^uhe •./•^^/qu'elc.dnque r des 

revendications 4 i 6/" dans lequel' le f aisceau pompe/est // 
//ehoisi parmi/un laser pulse, un laser /ontlnu mqdiiCe en// 

, . a , . /V <^s " 

intensite, ou une.lumiere polychromatique . , X> 

8;yPr6cede selon l'une quelconque 

revendications 4 ? a 7, dans lequeT ; la x refractdjpn ou la 
ref lexrdn^ du f aisceau sonde est ^ detectee ^au^moyen d'une 
pho todi ode v mu-r^-i- elements ou a 1 ' aide ' une photodiode 
simple ne recevant qu'uhe : partie du f aisceau sonde. 

30 
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9. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 4 a 8, dans lequel le faisceau pompe est 
un faisceau d'un laser choisi parmi un laser argon 
continu a 275 nm, un laser YAG quadruple de - longueur 
d'onde 2 66 nm ou. une lumiere polychromatique . 

10. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 4 a 9 , dans lequel le faisceau sonde a 
une longueur d'onde qui n'est pas absorbee par le 
substrat ni les molecules en presence. 

11. Procede selon la revendication 3, dans lequel 
un faisceau incident est utilise, ledit faisceau etant 
un faisceau d'un laser choisi parmi un laser argon 
continu a 275 nm, un laser YAG quadruple de longueur 
d'onde 2 66 nm ou une lumiere polychromatique. 

12. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, comprenant en outre une 
etape de comparaison de la mesure de 1' absorption de 
1 ' echantillon avec celle d'un echantillon temoin. 

13. Utilisation de procede selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 12 pour un test, un diagnostic 
ou une detection d ■ hybridation d'acides nucleiques . 

14. Dispositif pour la mise en oeuvre du procede 
selon l'une quelconque des revendications 5 a 8, ledit 
dispositif comprenant les elements suivants : 

- un moyen de positionnement du support, 

- un moyen d'eclairage du support, 
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un moyen de detection de 1' absorption de la 
lumiere par 1 ' echantillon porte par le support 
lorsqu'il est eclaire par ledit moyen 
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RE VEND I CATIONS 

1. Procede de detection . d'une reaction de 
reconnaissance .moleculaire entre une premiere molecule 
fixee sur un support, et une deuxieme molecule presente 
dans une solution a tester, caracterise en ce que la 
detection de la reaction de reconnaissance moleculaire 
est realisee sans marquage par une methode 
photothermique . 

2. Procede de detection d'une reaction 
d 1 hybridation d'acides nucleiques entre une premiere et 
une deuxieme molecules d'acides nucleiques comprenant 
les etapes suivantes : 

- fixation de la premiere molecule d'acide 
nucleique sur un support solide, 

- mise en contact de la premiere molecule d'acide 
nucleique fixee sur le support solide avec une 
solution a tester soupgonnee de comprendre la 
deuxieme molecule d'acide nucleique, cette 
derniere etant apte a s'hybrider a ladite 
premiere molecule, la mise en contact etant 
realisee dans des conditions favorables a 
ladite hybridation, 

- lavage du support solide pour isoler un 
echantillon de detection constitue de ladite 
premiere molecule fixee sur le support et 
eventuellement de ladite deuxieme molecule liee 
a la premiere molecule, et 

- detection de la reaction d f hybridation, 
caracterise en ce que la detection de la reaction 
d T hybridation est realisee sans marquage par une 
methode photothermique. 
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9. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 4 a 8, dans lequel le faisceau pompe est 
urr faisceau d'un JLas^^^chgis^ parmi un laser argon 
continu & 2>5;:riin";^*"un laser YAG c^aadruple de longueur 

d' onde^fiV nm ou une^lumiere ?polychromatiCTu^ 
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11. Procede selon la revindication 3, dans lequel 1 
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un faisceau incident 4s t' ju^ps^^edit faisceau etant . 
un faisceau d'un laser choisl parmi ' un laser argdn - 
continu a 275 nra,, un ■ laser, YAG. quadruple de longueur ? 

d'onde 266 nm ou une luraiere polychromatique . I 
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% — j-iuvcuc DC4.WU- x • une cjul_ 

A * -X--^ - - -■ — ~* rr %.j> . , 

^Jf re t endications 1 k 12-pour un test, un," diagnostic 
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o^une dete^on d ' hybridation d ' acide^nu^Kques 
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selon l'une quelco^nqiae^ 
dispositif comprenant les elemj 

i moy22^£iA--positionnement du support, 


ledit 


- un 


B 13324.3 EE 




3 /-3 



Serial No: 10/089,164 
Filing Date: March 27, 2002 


